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Zachowanie się enzymów hydrolizujących sól sodową ATP w nerkach 
po jednostronnym podwiazaniu moczowodu 


Поведение ферментов гидролизующих натриевую соль АТФ после 
односторонней перевязки мочеточника 


The Behaviour of Enzymes Hydrolysing the Sodium Salt of АТР 
in Kidneys after Unilateral Ligation of Ureter 


Ostre wodonercze oprócz wielu zmian morfotycznych i czynnościowych powo- 
duje zaburzenia w systemie enzymów komórkowych. Czynność fosfataz swoistych 
i nieswoistych po podwiązaniu moczowodu była przedmiotem obserwacji naszych (2) 
i innych autorów ' (3, 12, 17, 20). Wszystkie dotychczasowe badania wykazały, że 
czynność hydrolaz takich, jak fosfataza kwaśna, fosfataza zasadowa, 5 nukleo- 
tydaza i esterazy niespecyficzne, ulega zmniejszeniu po pewnym czasie trwania 
doświadczenia. W obecnej swej pracy zainteresowaliśmy się aktywnością hydrolaz 
ATP, związanych z procesami wędrówki jonów Na i K zaburzonej w przebiegu 
ostrego wodonercza. 


MATERIAŁ I METODYKA BADAŃ 


Badania wykonano na ośmiomiesięcznych szczurach białych (Rattus. rattus L. 
albino) wagi ca 170 g. Zwierzęta operowano po znieczuleniu ogólnym, podwią- 
zując lewy moczowód, a następnie zabijano — w różnym czasie od chwili ope- 
racji — poprzez skrwawienie w lekkiej narkozie eterowej. Równocześnie u zwie- 
rząt kontrolnych wykonywano tylko laparotomię próbną wzdłuż lewej linii przy- 
prostnej, nakłuwano tkanki w okolicy moczowodu i następnie zeszywano war- 
stwowo powłoki. Zwierzęta podzielono na 9 grup. W każdej grupie znajdowały 
się 3 szczury operowane i 1 kontrolny. Materiał do badań pobierano z obu 
nerek i utrwalano w ciągu 24 godz. w mieszaninie calcium-formol w temp. 4°С. 
Skrawki grubości 10 пи skrawane na mikrotomie do zamrażania inkubowano 
1 godz. w temp. 37°C w mieszaninie wg Naidoo i Pratta w modyfikacji Vor- 
brodta (16), używając jako substratu soli sodowej ATP. 
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Grupa I 


Materiał pobrany w 6 godz. od chwili podwiązania moczowodu. 

A. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

Obserwowaliśmy nie zaburzoną (w odniesieniu do obrazów spoty- 
kanych w stanie fizjologicznym) czynność ATPaz w naczyniach kłębusz- 
ków nerkowych, obecność odczynu na błonach jądrowych, w jąderkach 
i rąbku szczoteczkowym kanalików głównych (ryc. 1). Cienkie odcinki 
pętli Henlego i początkowe części wstępujących ramion zawierały czynne 
enzymy tylko w jąderkach i błonach jądrowych. Natomiast szczególnie 
dużą, wybiórczą aktywność ATPaz znaleźliśmy we wstawkach (kanalikach 
krętych II rzędu) oraz w przywstawkowych odcinkach wstępujących ra- 
mion pętli Henlego. Czynne enzymy znajdowały sie tu w dużych ilosciach 
na błonach komórkowych, jądrowych i w jąderkach. W kanalikach 
zbiorczych — czynność enzymów była niewielka — ograniczała się do 
jąderek i błon jądrowych. Natomiast bardzo dużo czynnych ATPaz 
obserwowaliśmy w śródbłonkach włośnic i większych naczyń nerki. 

B. Nerki po stronie moczowodu nie podwiązanego. 

Rozmieszczenie odczynu wykazującego czynność ATPaz i jego nasi- 
lenie były takie same jak w nerkach po stronie moczowodu podwiąza- 
nego i jednocześnie takie same jak w nerkach zwierząt kontrolnych. 


Grupa II 


Materiał pobrany w 12 godz. od chwili podwiązania moczowodu. 

W nerkach po stronie moczowodu podwiązanego, po stronie moczo- 
wodu nie podwiązanego i u zwierząt kontrolnych — nie zauważyliśmy 
żadnych różnic w porównaniu z opisaną poprzednio grupą Г. 


Grupa III 


Materiał pobrany w 24 godz. od chwili podwiązania moczowodu. 

A. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

Obserwowaliśmy zmniejszenie aktywności enzymów w jaderkach 
i na błonach jądrowych kanalików głównych, w cienkich odcinkach 
pętli Henlego i w cewkach zbiorczych. Natomiast żywą jeszcze aktyw- 
ność wykazywały kłębuszki nerkowe, wstępujące ramiona pętli Henlego 
i kanaliki kręte II rzędu. Aktywność ATPaz w śŚródbłonkach naczyń 
nie uległa zmniejszeniu. 

B. W nerkach po stronie moczowodu nie podwiązanego i u zwie- 
rzęcia kontrolnego nie obserwowaliśmy żadnych zmian w zachowaniu 
czynnych ATPaz. 
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Grupa IV 


Materiał pobrany w 48 godz. od chwili podwiązania moczowodu. 

A. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

Czynność ATPaz w kłębuszkach nerkowych nadal nie uległa zmia- 
nom. Natomiast w kanalikach głównych obserwowaliśmy obecność 
aktywnych enzymów tylko w okolicy rąbka szczoteczkowego (ryc. 2). 
Stosunkowo dużą aktywnością odznaczały się nadal wstępujące ramiona 
pętli Henlego i kanaliki kręte II rzędu. Najżywszą czynność ATPaz 
spotykaliśmy w śródbłonkach naczyń. 

B. Po stronie moczowodu nie podwiązanego oraz w nerce po stro- 
nie laparotomii próbnej obraz aktywności ATPaz odpowiadał spotyka- 
nemu w stanie fizjologicznym. 


Grupa V 


Materiał pobrany po 3 dniach od chwili podwiązania moczowodu. 

A. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

Rozmieszczenie i czynność ATPaz były takie same jak po 48 godz. 
od chwili podwiązania moczowodu. 

B. Nerki po stronie moczowodu nie podwiązanego i nerka zwierzę- 
cia kontrolnego nadal nie wykazywały zaburzeń w zachowaniu enzymów 
hydrolizujących ATP w pH 6,5. 


Grupa VI 


Materiał pobrany po 7 dniach od chwili podwiązania moczowodu. 

A. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

W kanalikach głównych czynność ATPaz była całkowicie lub prawie 
całkowicie zahamowana. Natomiast w kłębuszkach nerkowych, w kana- 
likach krętych II rzędu i przylegających do nich odcinkach pętli Hen- 
lego, znaleźliśmy zmniejszoną, lecz zachowaną aktywność enzymów 
(ryc. 3). Najwięcej czynnych ATPaz zawierały śródbłonki naczyń 
krwionośnych. 

B. W nerkach po stronie moczowodu podwiązanego i u zwierzęcia 
kontrolnego nie obserwowaliśmy odchyleń w czynności ATPaz. 


Grupa VII 


Materiał pobrany po 10 dniach od chwili podwiązania moczowodu. 

A. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

Nie znaleźliśmy już czynnych enzymów w kłębuszkach nerkowych. 
Cewki kręte II rzędu i śródbłonki naczyń wykazywały dalsze zmniej- 
szenie aktywności ATPaz. 
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В. Nerki ро stronie moczowodu nie podwiazanego i kontrola. 


Nadal nie widzielismy odchylen od obrazów spotykanych w пегсе 
w stanie prawidłowym. 


Grupa VIII 


Materiał pobrany po 14 dniach od chwili podwiązania moczowodu. 

A. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

Czynne enzymy znajdowaliśmy w śródbłonkach naczyń, w błonach 
komórkowych i jądrowych mniej rozszerzonych kanalików. 


B. W nerkach po stronie moczowodu nie podwiązanego i laparotomii 
próbnej czynność ATPaz nie uległa zmianom. 


Grupa IX 


Materiał pobrany po 21 dniach od chwili podwiązania moczowodu. 

А. Nerki po stronie moczowodu podwiązanego. 

Aktywne ATPazy umiejscowione były jedynie w ścianach naczyń 
krwionośnych (ryc. 4). Błony komórkowe, jądrowe i jąderka nie zawie- 
rały czynnych enzymów. 

B. W nerkach po stronie moczowodu nie podwiązanego zaobserwo- 
waliśmy nieznaczne zwiększenie aktywności enzymów w ścianach naczyń 
włosowatych oraz w błonach jądrowych i komórkowych kanalików krę- 
tych II rzędu i przyległych odcinkach pętli Henlego (ryc. 5). U zwie- 
rzęcia kontrolnego nie znaleźliśmy żadnych odchyleń od stanu prawi- 
dłowego. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ I WNIOSKI 


Czynność wykrywanych przez nas ATPaz związana była zarówno 
z układem naczyniowym, jak i z komórkami kanalików nefronów. 
Wyraźny odczyn występował w naczyniach kłębuszków nerkowych, 
w śródbłonkach włośnic i większych naczyń całego narządu. Na prze- 
biegu kanalików — w kanaliku głównym — spotykaliśmy czynne enzymy 
w jąderkach i na powierzchni jąder, w rąbku szczoteczkowym. W ko- 
mórkach przeciętych tuż pod błoną komórkową, występowało dyfuzyjne 
zabarwienie cytoplazmy. Odczynu tego nie obserwowaliśmy wewnątrz 
komórek przeciętych przez środek, ponieważ ATPazy są fosfatazami 
specyficznymi — charakterystycznymi dla procesów energetycznych, 
zachodzących na powierzchniach błon (komórkowej, jądnowej). Kanaliki 
kręte II rzędu i przywstawkowe odcinki pętli Henlego odznaczały się 
szczególnie żywą aktywnością ATPaz na błonach komórkowych. Przy- 
puszczamy, że łączy się to z fizjologiczną rolą tych odcinków nefronu, 
które jak wiadomo biorą czynny udział między innymi w wydzielaniu 
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do światła kanalików potasu i wchłanianiu sodu, który nie został 
reabsorbowany w kanalikach krętych II rzędu. Po 6 godz. wodonercza 
nie zauważyliśmy odchyleń od opisanego obrazu. W 24 godz. od chwili 
podwiązania moczowodu, zmniejszyła się aktywność ATPaz w jąder- 
kach i błonach jądrowych kanalików głównych. Na tym tle wyraźnie 
rysowały się bogate jeszcze bardzo w aktywne enzymy kanaliki kręte 
II rzędu, wstępujące ramiona pętli Henlego i naczynia krwionośne. 
Po 48 godz. obraz o tyle się zmienił, że czynność ATPaz, jeśli chodzi 
o kanaliki główne umiejscowiona była tylko w okolicy rąbka szczotecz- 
kowego. Trzeci dzień wodonercza nie przyniósł wyraźnych zmian. 
W dalszej grupie (materiał pobrany po 7 dniach), obserwowaliśmy dalsze 
zmniejszenie aktywności ATPaz. Najwięcej czynnych enzymów zawie- 
rały jeszcze śródbłonki naczyń. Po 10 dniach nie wykazaliśmy już 
aktywności ATPaz w kłębuszkach nerkowych. Zmniejszyła się też 
aktywność ATPaz w ścianach naczyń. Po 3 tygodniach od chwili podwią- 
zania moczowodu znajdowaliśmy aktywne ATPazy jedynie w ścianach 
naczyń nerki. Po stronie moczowodu nie podwiązanego (nerka prawa), 
po trzech tygodniach od chwili operacji, można było zauważyć niewielki 
wzrost czynności ATPaz w naczyniach włosowatych oraz we wstępują- 
cych ramionach pętli Henlego (w odcinkach przywstawkowych) i kanali- 
kach krętych II rzędu. 

Rozmieszczenie i rola ATPaz w komórce jest ciągle przedmiotem 
dyskusji. Wiemy, że mają one ogromny wpływ na gospodarkę energe- 
tyczną, przemianę fosforanową, na wędrówkę jonów Na i K. Szereg 
autorów przeczy obecności tych enzymów w jądrach komórkowych 
(4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 19). Novikoff (10) uważa, że znale- 
zienie czynnej ATPazy we frakcji jądrowej wynika z zanieczyszczeń 
ATPazą mitochondrialną. Inni — na podstawie badań histo- i bioche- 
micznych — wykazują, że ATPazy jądrowe istnieją i biorą udział w pro- 
cesach wewnątrzjądrowych syntez kwasów nukleinowych, koenzymów 
oddechowych i katalizatorów glikolizy beztlenowej (1, 8, 14, 5). Bań- 
kowski (1) badając jądra wątroby fizjologicznej i doświadczalnie 
zmienionej, wykazał wyrażne różnice w zachowaniu ATPazy A zwią- 
zanej z błoną jądrową i ATPazy B znajdującej się w karyoplazmie. 
Procesy regeneracji i rozrostu nowotworów oraz związana z tym syn- 
teza kwasów nukleinowych wiążą się, jak wykazują badania Bań- 
kowskiego, z zanikiem aktywności ATPazy A na błonie iądrowej, 
co łączy się z czynnym udziałem ATPazy w hamowaniu przechodzenia 
ATP z cytoplazmy do jądra. 

Metodyka wykrywania ATPaz odznacza się szczególną różnorod- 
nością stosowania pH środowiska i aktywatorów. Dziś wiemy (Sie- 


376 Krystyna Czerny 


bert, 14), ze np. ATPaza jadrowa A wykazuje optimum dzialania 
w pH 5,9, а aktywatorami jej sa jony Mg, zas optimum czynnosci 
ATPazy jadrowej В lezy w pH 8,4 i aktywuja ja jony Ca. Wach- 
stein (18, 19) wykrywa ATPaze w pH 7,2 — ше znajdujac wówczas 
w ogóle w jadrach czynnego enzymu. Stosujac inkubacje w pH 6,5 
w obecności chlorku magnezu, otrzymaliśmy obraz aktywności ATPaz 
związanych raczej z ATPazą jądrową A. W badaniach naszych mówimy 
o zespole enzymów, które rozszczepiają w danym pH ATP, nie o ATPazie, 
bowiem nie możemy wykluczyć, że powstały w wyniku reakcji ADP 
jest rozkładany przez ADPazę do związku jednofosforowego, który na- 
stępnie może ulegać dalszej hydrolizie przez 5 nukleotydazę czynną w tym 
stężeniu jonów wodorowych. 

Na podstawie naszych spostrzeżeń możemy przedstawić następujące 
wnioski: 

1. Rozmieszczenie w komórkach nerki enzymów hydrolizujacych 
ATP w pH 6,5 związane jest ściśle ze śródbłonkami naczyń i końcowymi 
odcinkami kanalików nefronu (przywstawkowe odcinki pętli Henlego 
i kanaliki kręte II rzędu). 

2. W przebiegu wodonercza zmniejsza się w nerce po stronie moczo- 
wodu podwiązanego aktywność ATPaz, przy czym najdłużej znajdujemy 
czynne enzymy w śŚródbłonkach naczyń. 

3. Po stronie moczowodu nie podwiązanego, aktywność enzymów 
długo nie ulegała zmianie, dopiero po 3 tygodniach można było zauważyć 
nieznaczny wzrost aktywności w ścianach naczyń włosowatych i koń- 
cowych odcinkach nefronu. 
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РЕЗЮМЕ 


Работа излагает результаты изучения поведения ферментов, гид- 


ролизующих натриевую соль АТФ в клетках почки после одно- 
сторонней перевязки мочеточника. Установлено, что после операции 
с течением времени падает активность АТФаз в почках со CTO- 
роны перевязанного мочеточника. Позже всего активные ферменты 
обнаружены в эндотелии кровеносных сосудов. При заболевании 
гидронефрозом после трех недель можно было найти со стороны не 


378 Krysiyna Czerny 


перевязанного мочеточника незначительное увеличение АТФазной 
активности в стенках капиллярных сосудов в петли Хенли и в из- 
витых канальцах второго порядка. 


Рис. 1. Почка крысы после б-ти часов с момента перевязки мочеточника. Опыт- 
ная группа I. Метод Naidoo Pratt, рН 6,5, субстрат — натриевая соль АТФ. Живая 
активность ферментов в почечных нервных клубочках, ядерных оболочках, ядрышках, 
Увеличение негатива 250 X. 

Рис. 2. Почка крысы — 48 часов после перевязки мочеточника. Опытная группа 
IV. Метод Naidoo Pratt, pH 6,5 субстрат — натриевая соль АТФ. АТФазная 
активность в главных канальцах сосредоточена преймущественно в районе гребневид- 
ного ободка. Увеличение негатива 250 X. 

Рис. 3. Почка крысы после 7 дней с момента перевязки мочеточника. Опытная 
группа VI. Метод Naidoo Pratt, pH 6,5, субстрат — натриевая соль АТФ. Активные 
ферменты сосредоточены главным образом в привставочных отрезках петли Хенли. 
Увеличение негатива 250 X. 

Рис. 4. Почка крысы на 21 день после перевязки мочеточника. Опытная группа 
IX Метод Naidoo Pratt, рН 6,5, субстрат — натриевая соль АТФ. Активность фер- 
ментов заметна в стенках кровеносных сосудов. Увеличение 250 X. 

Рис. 5. Правая почка на 21 день после перевязки левого мочеточника. Опытная 
группа IX. Метод Naidoo Pratt, pH 6,5, субстрат — натриевая соль АТФ. Увеличение 
ферментативной активности на поверхности клеток поблизости швов восходящих 


отрезков петли Хенли и извитых канальцев второго порядка. Увеличение негатива 
250 X. 


SUMMARY 


The author studied the behaviour of enzymes hydrolysing ATP in 
kidney cells after unilateral ligation of ureter. It was found that, with 
the lapse of time after the operation, the activity of ATP-azes in kidneys 
decreases on the side of the ligated ureter. Active enzymes were found 
to remain for the longest time in the endothelium of blood vessels. 
When the hydronephrosis had been continued for 3 weeks, a slight 
increase in the activity of ATP-azes could be observed in the walis 
of capillaries, in the final part of ascending limb of Henle’s loop and 
in convoluted tubules of the 2nd order. 


Fig. 1. Kidney of rat, 6 hours after ligation of ureter. I experimental group. 
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Strong 
activity of enzymes in renal glomerules, membranes of nuclei, in nucleoli. 
Magnification of negative са. 250 х. 

Fig. 2. Kidney of rat, 48 hours after ligation of ureter. IV experimental group 
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Activity 
of ATP-azes in principal tubules is localized mainly in the region of the brush border. 
Magnification of negative ca. 250x. 

Fig. 3. Kidney of rat, 7 days after ligation of ureter. VI experimental group. 
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Active 
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enzymes are preserved mainly in the final part of ascending limb of Henle’s loop. 
Magnification of negative ca. 250 х. 

Fig. 4. Kidney of rat, 21 days after ligation of ureter. IX experimental group. 
Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of ATP. Activity of 
enzymes сап be seen in walls of blood vessels. Magnification of negative са 250 x. 

Fig. 5. Right kidney of rat, 21 days after ligation of left ureter. IX experimental 
group. Method of Naidoo Pratt, pH = 6.5, substratum — sodium salt of АТР. 
Increased activity of enzymes on surface of cells of final part of ascending limbs 
of Henle's loop and convoluted tubules of 2nd order. Magnification of negative 
ca. 250 x. 
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Tabl. I 


Ryc. 1. Nerka szczura w 6 godz. od chwili podwiązania moczowodu. Dosw. grupa I. 
Metoda Naidoo Pratta, pH 6,5, substrat — sól sodowa ATP. Żywa aktywność 


enzymów w kłębuszkach nerkowych, błonach jądrowych, jąderkach. 
Pow. negat. ca 250 x. 
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Ryc. 2. Nerka szczura w 48 godz. od chwili podwiązania moczowodu. 


Dośw. 


grupa IV. Metoda Naidoo Pratta, pH 6,5, substrat — sól sodowa ATP. Aktywność 


ATPaz w kanalikach głównych umiejscowiona jest głównie w okolicy 
szczoteczkowego. Pow. negat. ca 250x 
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rąbka 
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Ryc. 3. Nerka szczura po 7 dniach od chwili podwiązania moczowodu. Dosw. 

grupa VI. Metoda Naidoo Pratta, pH 6,5, substrat — sól sodowa ATP. Czynne 

enzymy zachowane są głównie w przywstawkowych odcinkach pętli Henlego. 
Pow. negat. ca 250 x. 


Ryc. 4. Nerka szczura po 21 dniach od chwili podwiązania moczowodu. Dośw. 
grupa IX. Metoda Naidoo Pratta, pH 6,5, substrat — sól sodowa ATP. Aktywność 
enzymów widoczna w ścianach naczyń krwionośnych. Pow. negat. ca 250x 
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Ryc. 5. Prawa nerka szczura po 21 dniach od chwili podwigzania lewego moczo- 
wodu. Dosw. grupa IX. Metoda Naidoo Pratta, pH 6,5, substrat — sól sodowa АТР. 
Zwiększenie czynności enzymów na powierzchni komórek przywstawkowych uste- 
pujących odcinków pętli Henlego i kanalików krętych II rzędu. Pow. negat. ca 250 x 
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